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Résumé 
Le clivage du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate n'est pas un événement 
essentiel au processus apoptotique 
Par 
Ghadi Elkoreh 
Département de Pharmacologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
L'apoptose est le processus principal d'autodestruction d'une cellule en réponse à 
divers stimuli. Cette forme de mort cellulaire, conservée à travers l'évolution est nécessaire 
au développement embryonnaire, à l'éducation du système immunitaire et à l'homéostasie 
des organismes pluricellulaires. Ce processus est débalancé dans plusieurs pathologies 
prolifératives et dégénératives. Durant l'apoptose, un groupe de protéases à cystéine 
nommées caspases jouent un rôle essentiel dans l'exécution du signal de mort cellulaire. 
Ces enzymes clivent une multitude de substrats dans des cascades d'activation menant au 
démantèlement de la cellule. Un de ces substrats est le récepteur de l'inositol 1,4,5-
trisphosphate de type 1 (IP3R-I). Il s'agit d'un canal calcique intracellulaire situé sur la 
membrane du réticulum endoplasmique jouant un rôle primordial dans la régulation du Ca2+ 
intracellulaire. Le clivage de FIP3R-I perturberait ainsi l'homéostasie calcique, essentielle à 
la survie de la cellule. 
Afin d'étudier l'importance du clivage de l'IPaR-l par la caspase-3 dans le 
processus de l'apoptose, des mutants du récepteur ont été générés et leurs propriétés ont été 
comparées à celles du récepteur de type sauvage. Le site de reconnaissance par les caspases 
(DEVDjR) a été aboli dans les mutants D5VAJ.R et DEVAjR, alors qu'une courte 
séquence (ENLYFQ jS) reconnue par la protéase TEV du virus de la mosaïque du tabac a 
été introduite dans un troisième mutant qui ne peut être clivé par les caspases (DEVAjR). 
Avec ces mutants, nous avons obtenu des résultats qui confirment que PIP3R-I est clivable 
par la caspase-3 (et aussi par la caspase-7), mais sous des conditions extrêmes (en présence 
de plus de dix fois le niveau physiologique des caspases). Par contre, le clivage de FIP3R-I 
ne se produit pas in cellulo, dans des conditions apoptotiques normales où la caspase 3 est 
activée. Ces résultats suggèrent que FIP3R-I n'est pas un bon substrat de la caspase 3, 
parce que son clivage n'est pas efficace, et surtout parce qu'il n'a pas lieu à chaque fois que 
la mort cellulaire par apoptose est induite. Ces résultats montrent que FIP3R-I ne possède 
pas le profil d'un substrat de caspase dont le clivage est fondamental pour le bon 
déroulement de l'apoptose. 
Mots clés : Apoptose, calcium, IP3R-I, caspases, protéases, substrats. 
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Introduction 
I. La signalisation calcique 
1.1 Le Ca2+ comme second messager 
2+ Le Ca est un second messager ubiquitaire d'une grande versatilité, jouant un rôle 
primordial dans la régulation d'une multitude de processus cellulaires (Berridge et al. 2000, 
^ t 
Carafoli et al. 2001). La polyvalence du Ca est démontrée par les différentes implications 
de cet ion qui s'étendent sur une large échelle d'événements dont la contraction musculaire, 
la sécrétion, la différenciation et prolifération cellulaire, l'apoptose, la plasticité synaptique 
et l'expression de gènes (Berridge et al. 2000). Le temps d'action du Ca2+ peut ainsi aller 
de l'ordre de la microseconde (e.g. exocytose) jusqu'à plusieurs heures (e.g. prolifération 
cellulaire). 
Le mécanisme de signalisation calcique se fait principalement par le changement de 
la concentration cytoplasmique de Ca2+. Celle-ci est de l'ordre de 100 nM au repos, et peut 
atteindre 1 à 10 (J.M après activation, dépendamment du type cellulaire et de l'événement 
en question (Hajnoczky et al. 2003). L'augmentation de la concentration de Ca2+ peut être 
due à une entrée de Ca2+ provenant du milieu extracellulaire, ou à une relâche de Ca2+ 
provenant du réticulum endoplasmique (RE), le principal réservoir intracellulaire de Ca2 
(Vennekens et al. 2002) (Figure 1). La concentration de Ca2+ dans le RE est de l'ordre de 2 
mM, tout comme celle du milieu extracellulaire (Evenas et al. 1998). Il faut noter que 
d'autres organelles, telles que la mitochondrie constituent aussi des réserves de Ca2+ 
intracellulaires, mais elles absorbent et relâchent le Ca2+ de façon passive (telles des 
éponges) et ne participent pas vraiment à la signalisation calcique dynamique (Berridge et 
al. 2000, Hajnoczky et al. 2000). 
1.2 L'homéostasie calcique et la transduction du signal 
Le gradient calcique dû à une différence de l'ordre de 10 000 à 20 000 fois entre la 






Figure 1: Schématisation de la régulation de la concentration du Ca2+ intracellulaire 
La concentration calcique extracellulaire et à l'intérieur du réticulum 
endoplasmique est environ 10000 fois supérieure à la concentration calcique du cytosol. Ce 
gradient de concentration est maintenu par des pompes (PMCA, SERCA) et des 
échangeurs (NCX) situés sur la membrane plasmique ou sur le RE. Lors d'un stimulus, la 
PLC est activée par une des deux voies principales, soit via un GPCR ou un récepteur 
tyrosine kinase (RTK), menant à l'hydrolyse du PIP2. Ceci produit de l'IP3 qui active un 
récepteur/canal sur le RE. FIP3R, qui relâche le Ca2+du RE. 
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(plasma membrane Ca2+ ATPase) et aux échangeurs NCX (sodium calcium exchanger) 
présents sur la membrane plasmique et dont l'activité est de retourner le Ca2+ à l'extérieur 
de la cellule, à l'encontre du gradient. Les PMCA utilisent l'énergie générée par 
l'hydrolyse de l'ATP pour transporter le Ca2+ à l'encontre de son gradient, alors que le 
NCX utilise l'énergie du gradient de sodium (Na+) pour contrer le gradient calcique en 
échangeant un Ca2+ pour trois Na+ (Blaustein & Lederer 1999) . De même, le très fort 
gradient calcique entre la lumière du RE et le cytosol est maintenu grâce à l'activité des 
SERCA (sarcoplasmic endoplasmic reticulum Ca2 ATPase) situées sur le RE et dont le 
rôle est de retourner le Ca dans le RE, à l'encontre du gradient. Tout comme les PMCA, 
les SERCA utilisent l'énergie générée par l'hydrolyse de l'ATP pour transporter le Ca2+. 
Tel que mentionné, suite à une stimulation, la réponse calcique se manifeste par une 
augmentation de Ca2+ intracellulaire provenant soit du milieu extracellulaire, soit des 
réserves internes. Dans les cellules non-excitables, ainsi que dans plusieurs cellules 
excitables, la relâche de Ca2+ des réserves intracellulaires vers le cytoplasme est 
essentiellement initiée par l'inositol-l,4,5-trisphosphate (IP3). Il s'agit de la voie la plus 
commune de signalisation intracellulaire : celle de la phospholipase C (PLC) (Bultynck et 
al. 2003). 
Un autre exemple de voie de signalisation interne de Ca2+ serait la voie de l'ADP 
ribose cyclique (cADPr) via les récepteurs de la ryanodine (Clapham 1995a, Clapham 
1995b, Putney & McKay 1999). 
1.3 La voie PLC 
Lors d'un stimulus extracellulaire, (incluant hormones, facteurs de croissance, 
neurotransmetteurs, odorants, lumière, etc.) la phospholipase C est activée par des 
récepteurs couplés à des protéines G (GPCR) ou des récepteurs à activité tyrosine kinase 
(RTK), ce qui résulte en une hydrolyse d'un lipide membranaire. le phosphatidylinositol 
4,5-biphosphate (PIP2)- Cette hydrolyse produits le diacylglycérol (DAG), et FIP3. L'IP3 
est hydrosoluble et diffuse dans le cytosol jusqu'à son récepteur, ITP3R, un canal calcique 
situé sur le RE, ce qui relâche du Ca2+ du RE vers le cytosol (Furuichi et al. 1989, Furuichi 
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et al. 1994, Streb et al. 1983). Le DAG, quant à lui, est un lipide qui reste dans la 
membrane et dont le rôle est d'activer la protéine kinase C (PKC). 
II. L'IP3R 
I/IP3R est un canal calcique intracellulaire qui peut être considéré comme un 
convertisseur du signal IP3 en signal Ca2+. Ce récepteur est essentiel pour la relâche 
intracellulaire de Ca2+ jouant un rôle important dans le contrôle d'une multitude de 
fonctions cellulaires telles que la prolifération, la différenciation, la fertilisation, le 
développement embryonnaire, la sécrétion, la contraction musculaire, la réponse 
immunitaire, les fonctions cérébrales, etc. (Mikoshiba 2007). 
Trois isoformes du récepteur ont été identifiées par clonage moléculaire. L'IP3R-1 
(Furuichi et al. 1989, Kume et al. 1993, Mignery & Sudhof 1990), riP3R-2 (Sudhof et al. 
1991, Yamamoto-Hino et al. 1994, Yoshikawa et al. 1992) et riP3R-3 (Blondel et al. 1993, 
Maranto 1994, Yamamoto-Hino et al. 1994) sont chacun codés par un gène différent qui 
encodent des protéines avec un poids moléculaire apparent de 220-260 kDa [composés de 
2749, 2701, et 2670 acides aminés respectivement, chez le rat (Blondel et al. 1993, 
Chadwick et al. 1990, Maeda et al. 1988, Supattapone et al. 1988)]. Ces trois types de 
récepteurs partagent plus de 70% d'identité de séquence et différent dans leur distribution 
tissulaire et leurs niveaux d'expression (Berridge 1993, Taylor et al. 1999, Taylor et al. 
2004). 
Les gènes des IP3R sont très conservés entre les espèces, allant de l'étoile de mer 
jusqu'à l'humain (Krizanova & Ondrias 2003). Par exemple, les séquences de l'IP3R-l du 
rat et celle de l'humain sont identiques à 96% (Taylor et al. 1999). 
II. 1 La structure de l 'IP3R 
LTP3R est formé par l'assemblage de 4 grandes sous-unités monomériques 
(assemblage en tétramère) interagissant de façon non covalente (Uchida et al. 2003) et 
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formant un canal calcique (Joseph et al. 1995, Taylor et al. 2004). Chaque sous-unité du 
récepteur peut être divisée en trois domaines fonctionnels (Figure 2): le domaine de liaison 
de l'IP3, le domaine de régulation, et le domaine canal formant le pore calcique (Bosanac et 
al. 2002, Patel et al. 1999, Thrower et al. 2002). 
Le site de liaison de PIP3 est situé dans la partie N-terminale, dans une région 
minimalement définie entre les résidus 226 et 578 (Yoshikawa et al. 1996). LIP3 a une 
meilleure affinité pour PIP3R-2, que pour FIP3R-I, et son affinité la plus faible est pour 
FIP3R-3 (Newton et al. 1994, Sudhof et al. 1991). 
Dans la partie C-terminale de la protéine, on retrouve six domaines 
transmembranaires (DTM) servant d'ancrage dans la membrane du RE (Galvan et al. 1999, 
Joseph et al. 1997). En fait, le pore calcique est formé par les DTM 5 et 6 (Ramos-Franco 
et al. 1999, Yamamoto-Hino et al. 1994) qui constituent le domaine canal s'ouvrant lors de 
l'interaction de FIP3 avec le domaine de liaison. Le grand segment séparant le domaine de 
liaison de PIP3 de la partie transmembranaire est composée d'environ 1600 résidus et 
possède des sites d'interactions avec plusieurs agents régulateurs modulant la fonction du 
• y ,  
récepteur dont le Ca , l'ATP, la calmoduline, et les protéines kinases A, C et G (PKA, 
PKC, PKG) (Patel et al. 1999). Ce grand domaine est appelé le domaine de régulation. 
11.2 L 'IP3R-I 
II. 2.1 Fonctions 
L'IP3R-1 est Fisoforme la plus étudiée à ce jour. FIP3R-I est abondamment 
exprimé dans les cellules de Purkinje du système nerveux central (Furuichi et al. 1993, 
Worley et al. 1987). Il joue un rôle dans le développement embryonnaire précoce, 
notamment dans la formation de l'axe dorso-ventral (Kume et al 1997, Mikoshiba 2007, 
Saneyoshi et al. 2002), et dans la formation des neurites et des extensions dendritiques 











Lumière du RE 
pore calcique 
Ca2* 
Figure 2: Structure de l'IPaR 
Chacune des quatre sous-unités formant le récepteur canal est composée de trois 
domaines fonctionnels principaux. Le domaine de liaison est situé dans la partie N-
terminale, le grand domaine de régulation est situé en aval du domaine de liaison, alors que 
le domaine canal est constitué de six domaines transmembranaires (DTM) ancrés dans la 
membrane du RE. Une courte région hydrophobe située entre le cinquième et le sixième 
DTM, constitue le pore calcique. De plus la protéine possède des sites de glycosylation sur 
les boucles luminales présentes à l'intérieur du RE. 
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cérébrales telles que le développement, l'apprentissage et la mémoire (Fujii et al. 2000, 
Inoue et al. 1998). Des souris déficientes en IP3R-I souffrent d'épilepsie, indiquant son 
rôle fondamental pour le bon fonctionnement du cerveau (Matsumoto et al. 1996) : ce 
récepteur est en fait impliqué dans la plasticité neuronale. Chez ces souris, la 
potentialisation à long terme (LTP) est augmentée dans le cervelet alors que la dépression à 
long terme (LTD) est perdue dans l'hippocampe (Inoue et al. 1998). Plusieurs autres rôles 
de cette isoforme ont été démontrés. Des souris IP3R-I KO (n'exprimant donc pas FIP3R-
1) présentent une morphologie dendritique anormale, qui est réversible après 
administration du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) (Sadakata et al. 2004). 
Aussi, une autre étude démontre que l'expression de PEP3R-I change en réponse à plusieurs 
altérations de l'activité synaptique, et que ce changement est un déterminant important de 
la sensibilité des réserves calciques aux ions calcium, ce qui fait de l'IP3R-l le « gardien » 
de l'homéostasie calcique dans les neurones de l'hippocampe (Cai et al. 2004). 
II. 2.2 Transcription et modulation 
Le gène encodant l'IP3R-l subit un épissage alternatif donnant lieu à 3 formes 
d'épissage : SI, S2, et S3 (Figure 3). Le variant SI est le résultat d'un épissage localisé 
dans le domaine de liaison, alors que les formes S2 et S3 sont les résultats d'épissages 
localisés dans le domaine de régulation (Lin et al. 2000). Les formes courtes et longues de 
SI et S3 peuvent coexister dans les mêmes tissus, alors que le variant S2 est exprimé 
uniquement dans les neurones et non dans les tissus périphériques (Kocan et al. 2002). 
En fait, tel que mentionné plus haut, les IP3R contiennent des séquences, consensus 
pour la phosphorylation par diverses kinases. L'IP3R-1 contient deux sites de 
phosphorylation pour la PKA, six sites pour la PKC, quarante trois pour les caséine kinases 
II (CKII), seize pour la protéine kinase dépendante du Ca et de la calmoduline (CaMKII) 
et trois sites de phosphorylation pour des tyrosine kinases (Patel et al. 1999), ce qui laisse 
place à un nombre énorme de combinaisons de sites phosphorylés et non-phosphorylés 
susceptibles de moduler la fonction du canal. Le rôle des ces modifications post-
traductionnelles demeurent incomprises et leurs effets inconnus (Krizanova & Ondrias 
2003). La figure 3 montre la localisation de certains de ces sites de phosphorylation situés 
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Figure 3: Architecture globale de l'IPjR-1 
(A) Les trois régions fonctionnelles de l'H^R et la localisation des trois sites 
d'épissage alternatif (SI-SIII). (B) Localisation du domaine de liaison de l'IP3 situé dans la 
région N-terminale du récepteur. (C) La portion C-terminale du récepteur consiste en un 
domaine canal et un domaine de couplage. Six domaines transmembranaires (lignes 
verticales noires : TM1-TM6) formant le pore (rayures diagonales) et deux sites de 
glycosylation (structures en branches) sont indiquées. (D) Le domaine de modulation et de 
transduction ainsi que certains sites d'interaction avec des agents divers sont indiqués. Voir 
le texte pour une description plus détaillée. (Figure adaptée de Bosanac et al. 2004) 
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dans le domaine de régulation du récepteur, ainsi que des sites d'interactions avec d'autres 
partenaires tels que l'ATP et FKBP12. LTP3R-I est aussi la cible de la caspase 3, une 
protéase jouant un rôle très important dans la mort cellulaire par apoptose ce qui suggère 
que l'IPaR-l pourrait être impliqué dans le processus apoptotique. 
III. L'apoptose 
La mort cellulaire est un événement fondamental impliqué dans des processus 
biologiques allant de l'embryogénèse et accompagnant l'organisme durant la vieillesse 
(Doonan & Cotter 2008, Taylor et al. 2008). 
En 1842, le scientifique allemand Cari Vogt était le premier à décrire le principe de 
l'apoptose lors d'études de la régression de la queue des têtards. En 1885, l'anatomiste 
Walther Flemming présente une description plus précise du processus de mort cellulaire 
dans les ovaires de lapins (Flemming 1885), cependant ce n'est qu'en 1965 que John 
Foxton Ross Kerr distingue l'apoptose de la mort cellulaire traumatique et ce en étudiant 
des tissus par microscopie électronique (Kerr 1965). 
L'apoptose est le processus principal d'autodestruction cellulaire en réponse à 
divers stimuli. Elle est conservée à travers l'évolution et est nécessaire au développement 
embryonnaire, à l'éducation du système immunitaire (plus de 90% des lymphocytes 
produits meurent par apoptose avant de quitter le thymus ou la moelle osseuse dû à une 
autoréactivité, ou une mauvaise reconnaissance du CMH) (Goldsby et al. 2003) et à 
l'homéostasie des organismes pluricellulaires. Le débalancement ou dérégulation de ce 
système mène à plusieurs pathologies telles que le cancer et l'autoimmunité. Une activation 
inappropriée de l'apoptose est la cause majeure de lésions tissulaires et du déclin 
fonctionnel dans un grand nombre de maladies aiguës (telles que traumatisme cérébral et 
infarctus du myocarde) et chroniques (telles que le diabète et la neurodégénérescence) 
(Degterev & Yuan 2008). Durant l'apoptose, un groupe de protéases à cystéine nommées 
caspases jouent un rôle essentiel dans l'exécution du signal de mort cellulaire (Alnemri et 
al. 1996, Creagh et al. 2003, Nicholson 1999, Pop & Salvesen 2009). La capacité de ces 
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protéases à cliver une multitude de substrats cellulaires est à la base des cascades 
apoptotiques menant au démantèlement cellulaire (Salvesen & Dixit 1997). 
III. I Les caspases 
Les caspases sont divisées en trois groupes majeurs : les caspases inflammatoires, 
les caspases initiatrices (caspase-8, -9, -10) et les caspases effectrices ou exécutrices 
(caspase-3,-6, -7) qui sont activées par les caspases initiatrices (Figure 4). Les caspases 
peuvent aussi être classées selon la longueur de leur prodomaine, les caspases initiatrices 
ayant un long prodomaine (>100 résidus) servant à leur recrutement à des plateformes 
d'activation et les exécutrices ayant un court prodomaine (<60 résidus), toujours clivé lors 
de l'apoptose. De leur coté, les caspases inflammatoires sont responsables de l'activation et 
la production de cytokines et ne seront pas abordées dans ce texte tout comme la caspase-
14 qui n'a à ce jour aucun rôle à jouer dans l'apoptose mais semble essentielle à la 
différentiation des kératinocytes (Denecker et al. 2008). Enfin, la caspase 2 partage des 
caractéristiques des caspases initiatrices et exécutrices à cause de son long prodomaine de 
recrutement (CARD), son activation précoce dans l'apoptose et sa préférence de substrat 
qui est similaire à celle des caspases exécutrices 3 et 7 (Thornberry et al. 1997). Les 
caspases initiatrices et les caspases exécutrices sont aussi appelées caspases apoptotiques. 
Les caspases existent dans les cellules sous formes de zymogènes inactifs (Wang & 
Youle 2009) composés d'un prodomaine, d'une grande sous-unité (p20) et d'une petite 
sous-unité (plO) (Degterev & Yuan 2008, Taylor et al. 2008) (Figure 4). Les caspases 
ayant un long prodomaine sont activées par dimérisation (c'est le cas des caspases 
initiatrices) et clivage (c'est le cas des caspases inflammatoires et de la caspase 8) (Oberst 
et al. 2010) alors que celles avec un court prodomaine (c'est le cas des caspases effectrices) 
(Pop & Salvesen 2009) sont activées par le clivage du connecteur interdomaine situé entre 
la grande et la petite sous-unité (donc entre p20 et plO) (Fuentes-Prior & Salvesen 2004, 
Pop et al. 2007). Ces dernières sont toujours dimériques tandis que les caspases initiatrices 
sont, à l'état inactif, monomériques. Ensemble, les caspases initiatrices et effectrices 
orchestrent avec beaucoup de précision le déroulement de l'apoptose. 
Les caspases clivent de manière sélective toujours après un résidu aspartate. 
Cependant, plusieurs autres éléments sont requis pour faire d'un peptide/protéine un bon 
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Figure 4: Les caspases 
Les caspases peuvent être divisées selon leur rôle en trois groupes : les caspases 
inflammatoires (activatrices de cytokines), les caspases initiatrices, et les caspases 
exécutrices ou effectrices. Les 5 domaines connus des caspases sont présentés par 
différentes couleurs : CARD (vert) et DED (jaune) sont impliqués dans le recrutement et 
l'activation; le peptide N-terminal des caspases exécutrices (rouge) est éliminé durant 
l'apoptose la grande sous-unité (cyan) et la petite sous-unité (bleu) formant le domaine 
catalytique sont séparés par le connecteur interdomaine (CID). 
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ne parle pas de « substrat » ou « non substrat » mais plutôt de « mauvais », 
« intermédiaire », et « bon » substrat (Timmer & Salvesen 2007). 
Des études faites à l'aide de librairies combinatoires de peptides fluorogéniques 
montrent par exemple qu'un peptide présentant une séquence DXXD est un substrat 
optimal pour les caspases 3 et 7 (Thornberry et al. 1997). Pour les autres caspases, il existe 
une préférence autre pour les trois premiers résidus du motif DXXD. Ceci dit, il faut bien 
sûr que la région du site soit flexible et accessible à la caspase dans le contexte protéique. 
Dans la majorité des cas, le clivage par la caspase résulte en une inactivation de la 
protéine cible, cependant ce clivage peut aussi entraîner une activation et ce, soit en 
enlevant un domaine inhibiteur, ou indirectement en inactivant une sous-unité de régulation 
(Hengartner 2000). 
Il est à noter que la liste de substrats potentiels de caspases continue à augmenter. 
Cependant, pour la majorité de ces candidats, il manque d'évidences fonctionnelles reliant 
leur clivage à un rôle dans l'apoptose ou à un effet quelconque (Pop & Salvesen 2009). On 
les appellera les protéines spectatrices ou innocent bystanders. 
II 1.2 Les voies apoptotiques principales 
Aujourd'hui, trois voies principales d'activation de caspases (et donc d'initiation de 
l'apoptose) sont bien établies chez les mammifères (Figure 5) : la voie extrinsèque, la voie 
intrinsèque, et la voie de la granzyme B (GrB) (Adrain & Martin 2001, Creagh et al. 2003). 
III.2.1 La voie extrinsèque 
L'activation de la voie extrinsèque, ou voie des récepteurs de la mort, commence 
dans le milieu extracellulaire, par l'interaction d'un récepteur de la mort tels que les 
récepteurs Fas/CD95, du TNF (facteur de nécrose tumorale), et du ligand TRAIL (TNFa-
related apoptosis inducing ligand) avec leurs ligands FasL, TNFa et TRAIL 
respectivement. Après l'activation, le récepteur recrute des protéines adaptatrices [telles 
que Fas-associated with death domain (FADD) dans le cas du récepteur de Fas/CD95] et 
les caspases initiatrices 8 et 10 pour former le complexe de signalisation induisant la mort 
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1. Voie extrinsèque 
3. Voie Granzyme B 
2. Voie intrinsèque 
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Figure 5: Les trois grandes voies d'activation des caspases 
1) La voie extrinsèque commençant par la liaison d'un des récepteurs de mort par son 
ligand tels que le TNFa, FasL ou TRAIL. S'ensuit le recrutement de protéines adaptatrices 
comme le domaine de mort associé à Fas (FADD) qui à son tour recrute et agrège plusieurs 
molécules de caspase 8/10, promouvant son activation par dimérisation et clivage. Une fois 
active, ces dernières activent les caspases effectrices 3 et 7 (et fort possiblement caspase 6). 
2) Dans la voie intrinsèque, plusieurs stimuli provoquant un stress et des dommages 
cellulaires débalancent l'effet inhibiteur du groupe anti-apoptotique des protéines Bcl-2, et 
promeuvent l'assemblage d'oligomères BAK et BAX au sein de la membrane 
mitochondriale externe. Ceci permet la relâche de protéines de l'espace intermembranaire, 
dont le cytochrome c (cytc). Une fois dans le cytoplasme, ce dernier interagit avec Apaf-1 
pour former l'apoptosome qui conduira à l'activation de la caspase 9 par dimérisation. 
Cette dernière active à son tour les caspases effectrices. Dans certaines situations, les 
signaux de mort extrinsèques peuvent interférer avec les signaux intrinsèques par la 
protéolyse d'un membre de la famille Bcl-2 par la caspase 8 activée, soit Bid. La forme 
tronquée de Bid (tBid) promeut la relâche mitochondriale du cytc et l'assemblage de 
l'apoptosome. 3) La voie dépendante de la granzyme B (GrB) implique l'entrée de cette 
protéase à sérine dans la cellule via des granules spécialisées relâchées par les lymphocytes 
T cytotoxiques (CTL) ou les cellules tueuses (NK). Ces granules contiennent plusieurs 
granzymes ainsi que des protéines formant des pores dans la membrane de la cellule-cible, 
les perforines. La GrB clive aussi ses substrats après les résidus aspartate et clive 
directement les caspases -3 et -7 pour initier l'apoptose. 
25 
(ou DISC pour death inducing signalling complex). La formation de ce complexe active 
alors la caspase 8 par dimérisation qui ensuite s'auto-clivera. Cette dernière agit 
directement sur les caspases effectrices 3 et 7 en les clivant, et en conséquence, les activant 
(Ghobrial et al. 2005, Wang & Youle 2009). 
III. 2.2 La voie intrinsèque 
La voie intrinsèque est aussi appelée la voie mitochondriale dû à l'implication 
essentielle de la mitochondrie dans ce processus. Cette voie commence par divers stimuli 
provoquant un stress ou un dommage cellulaire, ce qui va créer un débalancement au sein 
de la famille de protéines Bcl-2 (B-cell lymphoma). Ces dernières sont des régulateurs 
importants de l'apoptose et sont composées de protéines pro-apoptotiques et de protéines 
anti-apoptotiques (Adams & Cory 1998, Antonsson & Martinou 2000). Le débalancement 
causé par les stimuli lève l'effet inhibiteur des protéines anti-apoptotiques (telles que Bcl2 
et BC1-XL) et va permettre aux membres proapoptotiques (dont BAK et BAX) de 
s'assembler sur la membrane mitochondriale (Taylor et al. 2008). Ceci cause une 
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, et induit une relâche de 
protéines de l'espace intermembranaire vers le cytoplasme (Chipuk & Green 2005, Green 
2005). Parmi les protéines larguées, on retrouve le cytochrome c (cyt c). Dans le 
cytoplasme, le cytc interagit avec Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) pour 
former un complexe activateur de caspase appelé l'apoptosome. La formation de ce 
complexe induit l'activation de la caspase initiatrice 9, qui à son tour activera les caspases 
effectrices 3 et 7 (Ghobrial et al. 2005, Taylor et al. 2008). 
III.2.3 La voie granzyme B 
La GrB est une protéase à sérine présente en grande quantité dans des granules 
relâchées par les cellules tueuses NK (Natural Killer) et les lymphocytes T cytotoxiques 
(CTL). Dans ces mêmes granules, on retrouve aussi la perforine, une protéine formant des 
pores dans la membrane de la cellule cible en s'oligomérisant, ce qui permet l'entrée des 
granzymes. La GrB, tout comme les caspases, clive ses substrats après les résidus aspartate 
et peut ainsi activer directement les caspases effectrices -3 et -7 (Taylor et al. 2008). 
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En effet, le clivage de la caspase-7 par la GrB est une des réactions les plus rapide du 
monde des protéases : il s'agit d'un kcat/km de 8.6 . 107 M"1 s"1 (Zhou & Salvesen 1997). 
III. 3. La démolition cellulaire. 
Une fois l'apoptose initiée, et les caspases effectrices majeures activées (-3 -6 et -
7), la phase de démolition cellulaire débute. En effet, l'activité protéolytique de ces 
enzymes est à l'origine de plusieurs événements caractéristiques propres à l'apoptose. Un 
des tous premiers événements, sinon le premier, est l'externalisation du phosphatidylsérine 
du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane plasmique (Fadok et al. 1992). 
Bien que l'implication des caspases ne soit pas bien comprise dans ce phénomène, il 
survient très tôt lors de l'apoptose. Il s'ensuit une série d'événements, tous produits par 
l'activation des caspases ce qui a poussé certains à considérer l'apoptose comme la « mort 
par les caspases » (Vaux 1999). Certaines protéines accessoires (dont Bid et XIAP) sont 
clivées par les caspases (Deveraux et al. 1999, Luo et al. 1998). Ces dernières clivent aussi 
la protéine PARP-1, une enzyme énergivore devant être inactivée lors de l'apoptose, 
causant ainsi l'arrêt des mécanismes de réparation de l'ADN (Tewari et al. 1995). Le 
potentiel membranaire mitochondrial est aussi détruit par le clivage de la sous-unité p75 du 
complexe I (Ricci et al. 2004). De plus, l'intégrité nucléaire est attaquée par les caspases 
car elles clivent les lamines et causent l'effondrement de l'enveloppe ainsi que la 
condensation de la chromatine permettant la fragmentation et dispersion de l'ADN (Orth et 
al. 1996, Rao et al. 1996, Takahashi et al. 1996). 
Les caspases clivent plusieurs constituants majeurs du cytosquelette de la cellule 
qui sont à l'origine de la rondeur et la rétraction observées dans une cellule au début de 
l'apoptose. Le blebbing de la membrane plasmique et la formation des corps apoptotiques 
sont causés entre autres, par le clivage de PKCA et ROCK1. Dans ces deux cas, les 
caspases enlèvent un domaine de régulation négatif formant ainsi des kinases suractivées. 
La formation des corps apoptotiques permettra la phagocytose efficace de la cellule 
(Coleman et al. 2001, Cotter et al. 1992, Emoto et al. 1995, Sebbagh et al. 2001, Taylor et 
al. 2008). Une autre caractéristique des cellules apoptotiques est le détachement de la 
matrice extracellulaire, causé par le démantèlement des sites d'adhésion de la matrice ainsi 
que des complexes d'adhésion intercellulaires par les caspases (Rosenblatt et al. 2001). En 
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effet, plusieurs études ont démontré que les composants des sites d'adhésion focaux sont 
des substrats de caspases (Kim et al. 2004, Kook et al. 2003, Levkau et al. 1998). 
Les caspases ciblent aussi plusieurs protéines chargées du maintien des fonctions 
essentielles dans la cellule (Luthi & Martin 2007) dont des protéines impliquées dans la 
transcription [telles que le facteur nucléaire rçB (NFrçB)] et traduction [telles que les 
facteurs eucaryotiques d'initiation de traduction (elF)] des gènes. 
Enfin, une fragmentation intemucléosomale du génome (fragments de -180 paires 
de bases) a lieu. Ce processus est initié par le clivage par les caspases exécutrices et la 
dégradation protéasomale de l'inhibiteur de la déoxyribonucléase activée par les caspases 
(CAD) (Enari et al. 1998, Sakahira et al. 1998). Une fois libre de son inhibiteur, CAD 
veillera à la destruction du génome cellulaire. 
Il est correct d'assumer que l'apoptose survient quand au moins trois de ces 
événements sont observés (Galluzzi et al. 2009). 
Problématique et objectifs de l'étude. 
En 1977, des études sur la mort cellulaire induite par les glucocorticoïdes 
proposaient qu'une augmentation de la concentration de Ca2+ cytosolique est une 
composante clé du processus apoptotique (Kaiser & Edelman 1977). Cette étude a été 
suivie par plusieurs autres proposant qu'un signal calcique intracellulaire prolongé et 
augmenté (upregulated) est une des caractéristiques de l'apoptose (Berridge et al. 1998, 
Berridge et al. 2000, McConkey et al. 1989, Nicotera & Orrenius 1998). 
Tel que mentionné, le clivage d'une multitude de protéines, dont des protéines régulatrices, 
par les caspases est un des événements les plus importants du déroulement de l'apoptose. 
La caspase 3 est une caspase effectrice qui clive une multitude de protéines cellulaires dont 
plusieurs jouent un rôle important dans la régulation du Ca2+ intracellulaire comme la 
CaMKII (McGinnis et al. 1998), la PMCA (Paszty et al. 2002, Schwab et al. 2002) et 
l'échangeur Na7Ca2+ (Orrenius et al. 2003). Leur clivage peut apporter un gain ou une 
perte de fonction de la protéine cible affectant ainsi la régulation du Ca2+ cellulaire, 
menaçant ainsi l'homéostasie calcique. 
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Les études concernant le rôle de FIP3R-I dans l'apoptose sont contradictoires. Une 
étude a proposé que la relâche de Ca2+ intracellulaire par 1" IP3R-1 est nécessaire pour 
l'apoptose induite par le récepteur des cellules T (Jayaraman & Marks 1997). Cette étude 
contestait une autre étude proposant que FIP3R-3 et non FIP3R-I, est essentiel pour 
l'induction de l'apoptose (Khan et al. 1996). Cependant, quelques années plus tard, une 
implication plus concrète de l'IPjR-l dans l'apoptose a été démontrée par deux études 
identifiant ce dernier comme substrat de la caspase 3 (Haug et al. 2000, Hirota et al. 1999). 
En effet, dans la séquence d'acides aminés de FIP3R-I, on retrouve le motif DEVD, un site 
consensus de clivage par la caspase 3 (et la caspase 7) (Thornberry et al. 1997). Ce site est 
situé aux acides aminés 1889 à 1892 chez la souris, et est hautement conservé entre les 
espèces (résidus 1888 à 1891 chez le rat et 1835 à 1838 chez l'humain) (Hirota et al. 1999). 
Le clivage du récepteur par la caspase 3 enlèverait sa partie cytoplasmique, ce qui 
correspond au domaine de liaison de l'IP3 et la majorité du domaine de régulation. 
Domaine die 
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Ceci rend donc impossible la relâche calcique dépendante de l'EPs et produit un 
domaine nommé channel only (ou canal seulement) qui, selon certaines études, resterait 
ouvert (Nakayama et al. 2004) ce qui perturberait l'homéostasie calcique et prédisposerait 
les cellules à entrer en apoptose (Assefa et al. 2004). Cependant, la signification et 
l'importance de ce clivage, que ce soit dans le processus de mort cellulaire ou 
l'augmentation du Ca2+ intracellulaire observé durant l'apoptose, reste inconnue. S'agit-il 
vraiment d'un événement crucial dans le déroulement de l'apoptose ou simplement d'un 
épiphénomène résultant du large spectre d'activité des caspases? Si cet événement est 
fondamental au bon déroulement de l'apoptose, l'LP3R-l doit être un bon substrat de la 
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caspase 3, son clivage doit être efficace et il doit avoir lieu à chaque fois que la mort 
cellulaire par apoptose est induite. 
Si le clivage de FIP3R-I est directement associé à l'induction de l'apoptose des 
cellules, ceci ouvrirait la possibilité d'une nouvelle approche permettant l'induction de la 
mort de cellules cancéreuses, surtout celles exprimant en grandes quantités l'isoforme 1 de 
l'IP3R. Par exemple, une molécule capable de mimer l'effet du récepteur clivé (e.g. 
provoquer la fuite de Ca2+), pourrait sensibiliser les cellules au traitement anti-cancer. 
Afin d'évaluer l'importance du clivage de CIP3R-1 par la caspase 3 dans le 
déroulement de l'apoptose, notre stratégie a été de découpler l'événement « clivage du 
récepteur » du processus apoptotique en produisant des mutants non-clivables par la 
caspase 3 et un mutant TEV dont le clivage est contrôlable indépendamment de l'apoptose. 
Dans le premier cas, nous avons aboli le site DEVD à l'aide de mutations ponctuelles 
tandis que dans le second cas, nous avons introduit un site de clivage par la protéase TEV 
du virus de la mosaïque du tabac à la place du site de clivage par la caspase 3 (mutant 
TEV). La protéase TEV est une protéase à cystéine de 27 kDa issue de la polyprotéine 
virale du virus dont le rôle est de maturer les différentes protéines virales (Phan et al. 
2002). Elle reconnaît de manière très spécifique un motif de forme générale E-Xaa-Xaa-Y-
Xaa-Q-(G/S), le clivage ayant lieu du coté C-terminal du résidu glutamine. Cette haute 
spécificité fait de la protéase TEV un outil très utile pour mimer un clivage spécifique. De 
plus, cette approche est sécuritaire puisque le protéome humain ne contient aucun site 
reconnu par cette protéase. Elle est donc très bien tolérée. 
Matériel et méthodes 
Matériel 
L'anticorps anti-Hsp90 de souris et l'anticorps anti-IPaR-l (NI) de lapin dirigé 
contre un épitope dans la partie N-terminale du clivage proviennent de chez BD 
Biosciences Transduction Laboratories (Mississauga, ON). L'anticorps anti-IPjR-l (Cl) de 
lapin dirigé contre 8 résidus de la partie C-terminale du récepteur a été développé dans 
notre laboratoire (Poitras et al. 2000). L'anticorps de souris anti-V5 et anti-flag, le 1,10-
orthophénantroline, le E64, le 3,4-dichloroisocoumarine, la leupeptidine, et le MG-132 
proviennent de chez Sigma-Aldrich (Oakville, ON). L'anticorps de souris anti-caspase 3 
provient de chez Active Motif (Carlsbad, CA). L'anticorps de souris anti-IgM de poulet 
(clone M-4) provient de chez Southern Technologies (Birmingham, AL). L'anticorps de 
souris anti-p23, le système de détection d'immunobuvardage ECL et la trousse de dosage 
de protéines BCA Protein Assay Kit proviennent de chez Thermo Scientific (Burlington, 
ON). Toutes les enzymes de modification de l'ADN proviennent de New England Biolabs 
(Pickering, ON) ou Roche Diagnostics (Mississauga, ON). Les anticorps secondaires anti­
souris de chèvre et anti-lapin d'âne couplés à la peroxydase de raifort proviennent de chez 
GE Healthcare (Waukesha, WI). Les cellules HEK293 proviennent de chez Stratagene 
(Santa Clara, CA). Les cellules Jurkat proviennent d'American Type Culture Collection 
(ATCC) (Manassas, VA). Les cellules DT40-K0 (dépourvues des trois isoformes d'D^R) 
ont été fournies par Dr. Tomohiro Kurosaki via la banque cellulaire RIKEN (Ibaraki, 
Japon). Le sérum fœtal bovin (FBS) et les milieux de culture RPMI 1640 et DMEM 
proviennent de chez Multicell (Woonsocket, RI). Le sérum de poulet et la Lipofectamine 
2000 proviennent de chez Invitrogen (Burlington, ON). Le système d'imagerie Versadoc 
provient de chez Bio-Rad (Hercules, CA). Le système de photométrie et d'imagerie digitale 
Metafluor provient de chez Olympus Canada (Markham, ON). La trousse de nucléofection 
Amaxa cell line Nucleofection kit T provient de chez Lonza Laboratories (Allendale, NJ). 
La staurosporine (STS) provient de chez Enzo Life Sciences (Plymouth Meeting, PA). Les 
ligands Trail et TNFa proviennent de chez Alexis Biochem (San Diego, CA). Le 
cycloheximide (CHX) et le Fura2-AM proviennent de chez Calbiochem (San Diego, CA). 
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Les autres produits de laboratoires ont été obtenus de Sigma-Aldrich et Laboratoires Mat 
(Québec, QC). 
La construction exprimant la protéase TEV a été construite dans notre laboratoire (Dr. 
Jean-Bernard Denault). En bref, il s'agit d'un plasmide pcDNA3 contenant le domaine de 
la protéase active (résidus 2038-2279 du précurseur polyprotéique) du virus de la mosaïque 
du tabac. Trois modifications ont été apportées au domaine de la protéase : En N-terminal, 
une séquence contenant l'épitope V5 : MGKPIPNPLLGLDST, et deux mutations L2038V 
et S2162G servant à augmenter la solubilité de la protéase (Cabrita et al. 2007). Le mutant 
inactif de la protéase TEV a été construit de la même manière mais contient la mutation 
C2200A. 
Méthodes 
Culture des cellules 
Les cellules HEK293 et Hela ont été cultivées dans du milieu DMEM additionné de 
10% de sérum de veau fœtal (FBS), 100 unités/ml de pénicilline/streptomycine et 2 mM de 
L-glutamine. Les cellules ont été mises en culture dans des pétris de 60 ou 100 mm et 
maintenues à 37°C dans un air humidifié contenant 5% de CO2 avec sous-culture à tous les 
3 jours. 
Les cellules Jurkat ont été cultivées de la même façon, mais dans un milieu RPMI 
sans L-glutamine. Les cellules ont été maintenues à des densités variant de 105 cellules/ml 
à 106 cellules/ml. 
Les cellules DT40 dépourvues des trois types de récepteur dTP3 (DT40-K0) ont été 
cultivées dans du milieu RPMI 1640 additionné de 10% de FBS, 2% de sérum de poulet, 
100 U/ml de pénicilline/streptomycine, 2 mM de glutamine et 55 (iM de (}-
mercaptoéthanol. Les cellules ont été mises en culture dans des pétris de 150 mm et 
maintenues à 40°C dans une atmosphère contenant 5% de CO2. Ces cellules ont été 
maintenues à des densités variant de 1.5xl05 à 2.4x106 cellules/ml. Un décompte cellulaire 
a été fait à chaque passage. Les cellules ont été dispersées de manière homogène par 15-20 
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cycles d'aspiration-expulsion avec une pipette de culture stérile de 10 ml. Ensuite, un 
échantillon a été prélevé pour le décompte cellulaire en présence de bleu de trypan (Sigma-
Aldrich). 
Constructions d'ADN 
L'ADNc de l'IP3R-l inséré dans un vecteur pCMV nous a été généreusement offert 
par le Dr. Thomas Sudhof par l'entremise du Dr Suresh Joseph (Thomas Jefferson 
University School of Medicine, Philadelphie, PA). Ce plasmide est maintenu dans la 
souche bactérienne JM109. Ce plasmide a été utilisé comme matrice pour générer deux 
mutants non clivables par la caspase 3. Toutes les mutations on été introduites par 
mutagénèse dirigée par la méthode de chevauchement par PCR en utilisant la trousse 
Expand Hi-fidelity long template (Roche), une paire d'amorces externes et une paire 
d'amorces permettant l'introduction des différentes mutations (Tableau 1). Le fragment 
substitué (et contenant le site DEVD) a été obtenu après digestion par l'enzyme de 
restriction Apa I, produisant un fragment de 4736 paires de base. Ce dernier a ensuite été 
remplacé par un fragment portant la mutation DEVA ou IEVA. Le troisième mutant IP3R-I 
TEV a été effectué de la même façon mais en prenant le mutant DEVA comme matrice. Le 
site ENLYFQJ.S a été introduit à 38 résidus en aval du site DEVA. L'intégrité des 
séquences d'ADN amplifiées a été vérifiée par séquençage. 
Transfections 
Les cellules HEK293 ont été transfectées à l'aide de la Lipofectamine 2000 selon 
les instructions du manufacturier. Six ng d'ADN et 15 |il d'agent de transfection ont été 
utilisés pour chaque pétri de 60 mm contenant des cellules confluentes à ~80% : 
1- Deux solutions sont préparées : La première consiste à additionner 500 fil de 
milieu Optimem de 15 ^1 de lipofectamine, 5 minutes d'incubation à 
température de la pièce suit le mélange. La deuxième solution consiste à ajouter 
6 ng d'ADN dans 500 ni de milieu Optimem. 
2- Après l'incubation de 5 minutes, les deux solutions sont mélangées ensemble 
pour donner un volume de ~1 ml contenant l'ADN ainsi que la lipofectamine. 
3- Ce mélange est ensuite incubé pendant 20 minutes à température de la pièce. 
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4- Le volume est alors ajouté au pétri de 60 mm contenant des cellules confluentes 
à ~80% dont 1 ml du milieu a été prélevé (pour garder le volume du milieu à 5 
ml). 
Les cellules DT40-K0 (107 cellules) ont été transfectées par nucléofection à l'aide 
de l'appareil Amaxa Nucleofector II, en optimisant le protocole fourni avec la trousse 
Amaxa cell line nucleofector kit T et en utilisant 15 |ig d'ADN pour 10 millions de cellules 
par transfection : 
1- 10 millions de cellules sont centrifugées à 250g pendant 5 minute afin de les 
récolter, ensuite le milieu est aspiré et resuspendu dans 100 |al de solution T 
(fournie dans le kit) 
2- 15 ng d'ADN préparé dans un volume d'eau n'excédant pas 15 ^1 est ajouté à la 
suspension cellulaire. Le tout est doucement mélangé et transféré dans une 
cuvette Amaxa (aussi fournie dans le kit). 
3- La cuvette est insérée dans le nucléofecteur II réglé au programme B-23, et la 
nucléofection est activée (en appuyant sur le bouton X) 
4- L'échantillon est alors transféré à un milieu tiède dans une plaque de culture 
cellulaire de 6 puits qui sera incubée à 37°C 
Dans tous les cas, les cellules DT40-K0 ont été récoltées 24 h post-transfection et 
l'analyse de relâche calcique a été faite. 
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Tableau 1. Séquences des amorces utilisées pour la génération des différents mutants 
de l'IPjR-1 
Nom/mutants Séquences 
Externe 5' PCR 5'- CCCAGTCATCAGAAACATCCTCCGG -3 ' 
Externe 3' PCR 5'- CGTTCTGTTCCCCTTCAGAGTCACTGC -3' 
DEVAf 5'- GAAAGACGATGAGGTAGCCCGGGATGCCCCATCACGG -3 " 
DEVAr 5'- CCGTGATGGGGCATCCCGGGCTACCTCATCGTCTTTC -3 ' 
ŒVAf 5'- GGGAAATAAAAAGAAAGACATCGAGGTAGCCCGGGATGCCCCATCACGG -3 ' 
EEVAr 5'- CCGTGATGGGGCATCCCGGGCTACCTCGATGTCTTTCTTTTTATTrCCC -3 ' 
TevRf 5'- GGGAAATAAAAAGAAAGACGAAAACCTGTACTTTCAGTCGCCATCACGGAAAAAAGC -3 " 
TevRr 5'- GCTTTTTTCCGTGATGGCGACTGAAAGTACAGGTTTrCGTCTrTCrrnTATTTCCC-3 
Tevif 5'- GGGAAATAAAAAGAAAGACGAAAACCTGTACTTTCAGTCCCGGGATGCCCCATCACGG -3 ' 
Tevir 5'- CCGTGATGGGGCATCCCGGGACTGAAAGTACAGGTTTTCGTCTTTCTTTTTATTTCCC -3 ' 
Tevf 5'- CGGAGGGAGGCCGACCCTGAGAACCTGTACTTCCAGTCCGATGACCATTACCAATCTGGG -3 ' 
Tevr 5'- CCCAGATTGGTAATGGTCATCGGACTGGAAGTACAGGTTCTCAGGGTCGGCCTCCCTCCG -3 ' 
Induction de l'apoptose 
Pour induire l'apoptose, les cellules HEK293, Jurkat ou Hela ont été cultivées dans 
des pétris de 60 mm dans leur milieu respectif. A une confluence de ~60-70%, le milieu a 
été remplacé pour un milieu contenant l'agent toxique : Trail (250 ng/ml), STS (2 |iM) ou 
une combinaison de TNF-a (30 ng/ml) et de CHX (10ng/ml). Pour le traitement au 
rayonnement ultra-violet, les cellules ont été exposées à une énergie de 100 J/m en 
absence de milieu de culture, qui a été ajouté après l'exposition. Les cellules ont été 
récoltées 24 h après le traitement. 
Clivage de l'IPjR-l par la caspase 3 in vitro 
Afin de récolter les protéines membranaires des cellules HEK293, ces dernières ont 
été lavées une fois avec du PBS glacé, grattées dans 0.5 ml de 10 mM Hepes pH 7.3, et 
brisées par 20-30 passages dans un homogénéisateur téflon-verre. Les échantillons obtenus 
ont été purifiés par centrifugation à basse vitesse (1 000 x g, 5 min) afin d'éliminer les 
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débris cellulaires. Le surnageant a été centrifugé à 100 000 x g pendant 60 min, le culot 
généré a été resuspendu dans 100 |il de tampon de caspase (50 mM Hepes pH 7.4, 1M 
sodium citrate, 50 mM NaCl, 0.01% Chaps). Les extraits ont été dosés avec la trousse BCA 
Protein Assay Kit selon le protocole fourni. Vingt ni d'extrait ont été mélangés avec 20 (il 
de tampon de caspase (contenant 4 mM de DTT et la concentration désirée de caspase-3 
recombinante enzymatiquement titrée (disponible dans le laboratoire). Après une période 
d'incubation de 1 h à 37°C, 20 fil de tampon de chargement dénaturant 3x (150 mM Tris-Cl 
pH 6.8, 2% SDS, 0.1% bleu de bromophénol, 30% glycérol) est ajouté aux échantillons 
pour ensuite procéder à la séparation sur gel de polyacrylamide (voir plus bas). 
Essai de clivage par la protéase Tev 
La construction exprimant la protéase TEV ainsi que celle exprimant le récepteur 
IP3R-I de type sauvage ont été cotransfectées par lipofection dans les cellules HEK293 
confluentes à ~80% dans des pétris de 60 mm. La quantité d'ADN transfectée était de 4 ng 
pour la protéase versus 2 (ig pour l'ADN encodant le récepteur. Pour les contrôles, la 
construction exprimant la protéase TEV a été remplacée par 4|j.g de plasmide pcDNA3 vide 
ou un plasmide exprimant la protéase TEV inactive (mutant catalytique, C2200A, 
numérotation du précurseur de la polyprotéine du virus). Les cellules ont été récoltées 48 h 
après la transfection. 
Essai de clivage par la caspase 7 
La construction plasmidique exprimant la caspase 7 humaine portant un épitope 
flag en C-terminus (ELDYKDDDDK) ainsi que celle exprimant l'IP3R-l de type sauvage 
ont été cotransfectées par lipofection dans les cellules HEK293 confluentes à -80% dans 
des pétris de 60 mm. La quantité d'ADN transfectée était de 4 |ig pour la caspase 7 versus 
2 |ig pour le récepteur. Pour les contrôles, la construction exprimant la caspase 7 a été 
remplacée par 4 (ig de plasmide pcDNA3 vide ou exprimant une caspase-7 inactive 
(mutant C285A, numérotation structurale de la caspase 1). Les cellules ont été récoltées 24 
h après la transfection. 
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Im munobuva rdage 
Les cellules ont été solubilisées dans du tampon de lyse (50 mM Tris-HCl , 150 
mM NaCl et 1% Triton X-100) contenant des inhibiteurs de protéases [1 mM EDTA, 1 mM 
1,10-orthophénantroline, 50 |iM 3,4-dichloroisocoumarine (3,4-DCI), 10 pM E64, 10 fiM 
leupeptine, et 1 nM MG-132] pour une période de 45 min à 4°C. La fraction insoluble a été 
éliminée en centrifugeant à 18 000 x g pendant 30 min. Le surnageant est ensuite prélevé et 
dosé par la méthode de Bradford. Après l'uniformisation des concentrations des différents 
échantillons, du tampon de chargement dénaturant 3x (voir recette plus haut) a été ajouté 
dans une proportion 2:1. Dix mM DTT a été ajouté avant que les échantillons soient 
chauffés à 95°C pendant 5 min. 
Les échantillons ont été ensuite analysés par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE). Le système de gel utilisé emploie un tampon 
d'ammédiol (2-Amino-2-methyl-l,3-propanediol) et un gradient d'acrylamide 8-18% (6% 
continu pour le récepteur IP3R-I) (Bury 1981). En bref, ce type de gel est formé d'un 
gradient linéaire entre des solutions de 8% et 18% acrylamide:bis-acrylamide (37.5:1) dans 
un tampon d'ammédiol et agents polymérisant (111.2 mM ammédiol, 44.8 mM HC1, 10% 
sucrose, 0.015% ammonium persulfate et 0.06% TEMED]. Le gel de condensation est à 
4% acrylamide [83.5 mM ammédiol, 59.75 mM HC1, 12.5% sucrose, 4% d'acrylamide:bis-
acrylamide (19:1), 0.1% ammonium persulfate et 0.1% TEMED]. Le tampon de la chambre 
supérieure (41 mM ammédiol, 40 mM glycine et 0.1% SDS) est différent de celui de la 
chambre inférieure (62,6 mM ammédiol et 48 mM HC1) du boitier d'électrophorèse. Ce 
type de gel est idéal pour la séparation de toutes les tailles de protéine mais plus 
particulièrement des protéines de petites tailles (Bury 1981) telles les sous-unités des 
caspases. Les lysats protéiques ont été séparés sur ce type de gel à 30 mA/gel pendant 
environ 30 min. Les protéines ont ensuite été transférées sur membrane de PVDF, pour une 
période de 42 min à 400 mA dans du tampon de transfert (10 mM CAPS pH 11, 10% 
méthanol). Après le transfert, la membrane a été bloquée pendant 1 h à la température 
ambiante, dans du tampon PBS-Tween (137 mM NaCl, 8.7 mM Na2HPC>4, 3.5 mM 
NahkPO.*, 2.7 mM KC1 et 0.1% Tween-20) contenant 5% de lait écrémé en poudre 
(Carnation). Ensuite, la membrane a été hybridée avec ce même tampon contenant 
l'anticorps correspondant à la protéine en question (pour les contrôles de chargement, des 
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anticorps anti-clatherine ou anti-Hsp90 ont été utilisés) pendant 24 h à 4°C. Ceci est suivi 
par trois lavages de 10 min avec du PBS-Tween avant d'hybrider la membrane avec du 
PBS-Tween-lait et l'anticorps secondaire correspondant à 1:5000 pendant 2 h à la 
température ambiante. Ensuite, une autre série de 3 lavages de 10 min a été effectuée, et les 
protéines sont révélées avec les solutions de détection de chimiluminescence (Westpico 
SuperSignal Thermo Scientific) et le système d'imagerie Versadoc 4000mp (BioRad). 
Relâche calcique dans les cellules DT40-K0 
Afin de mesurer la concentration de Ca2+ à l'intérieur des cellules DT40-K0, les 
cellules transfectées (107) ont été prélevées, lavées une fois dans une solution de HBSS (20 
mM Hepes pH 7.4, 120 mM NaCl, 10 mM dextrose, 5.3 mM KC1, 1.8 mM CaC^, 0.8 mM 
MgSCU) et resuspendues dans 10 ml de HBSS contenant 0.7 (J.M de Fura2-AM et incubées 
pendant 20 min à la température de la pièce. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans 
400 |al de HBSS et incubées pendant 20 min à 37°C pour compléter la déestérification de la 
sonde. Les cellules ont ensuite été déposées sur une lamelle qui a été placée dans une 
chambre circulaire en téflon et mis sur la plateforme d'un microscope inverse Olympus 
1X71 relié à un système de photométrie et d'imagerie digitale MetaFluor. 
Les cellules chargées en Fura2 ont été sélectionnées et leur concentration 
intracellulaire de Ca2+ a été détectée par vidéomicroscopie. Le Fura2 a été excité à 334 nm 
et à 380 nm et l'émission a été enregistrée à 510 nm par une caméra vidéo EMCCD Evolve 
de Photometrics (512x512 pixels de 16 jim x 16|am) et digitalisée par le logiciel MetaFluor 
version 7.5.6.0. Le ratio de fluorescence émise par l'excitation à 334 nm par rapport à celle 
émise par l'excitation à 380 nm a été calculé selon le rapport F334/F380 et sauvegardé en 
images en 256 niveaux de gris. Les images ont été prises à toutes les secondes. La 
concentration de Ca2+ a été calculée par le logiciel MetaFluor version 7.5.6.0 selon la 
méthode de Grynkiewicz (Grynkiewicz et al. 1985). 
Résultats 
1. Surexpression de l'IPjR-1 de type sauvage dans les cellules HEK293 
Afin de nous assurer de l'identité de l'ADNc de l'IP3R-l que nous avons reçu du 
Dr. Suresh Joseph, le plasmide a été transfecté dans les cellules HEK293. Le choix de ce 
type de cellules est lié à la facilité de leur transfection et à leur bas niveau d'expression 
d'IP3R-l endogène. La figure 6 montre que 1 "IP3R-1 (260 kDa) a été surexprimé très 
efficacement à un niveau nettement supérieur à celui des cellules n'ayant pas été 
transfectées ou ayant été transfectées avec un plasmide vide. La figure 6 montre aussi que 
IIP3R-I est exprimé de façon endogène dans les cellules HEK293, quoique à un niveau 
relativement faible. La construction reçue du Dr Joseph s'exprime donc très bien in celîulo. 
2. Construction et expression des mutants 
Afin d'étudier l'importance du clivage de I'IP3R-1 par la caspase 3 dans le 
déroulement de l'apoptose, nous avons construit deux types de mutants qui sont illustrés à 
la Figure 7A. Nous avons construit deux mutants dont le site de reconnaissance par les 
caspases (DEVDjR) est aboli (EEVAjR ou DEVAJ.R). Ces mutants permettront d'évaluer 
les taux de survie cellulaire en conditions apoptotiques, en absence de clivage. 
Le deuxième type de mutants est celui dont le site DEVD est changé pour le site de 
clivage reconnu par la protéase TEV (ENLYFQjS). Ce mutant permettra de séparer 
l'événement « clivage » de l'événement «apoptose » et sera donc utile pour évaluer les 
effets du « clivage induit » en conditions normales (non-apoptotiques). Deux approches ont 
été adoptées pour la construction de ce dernier type de mutants : dans la première, nous 
avons remplacé le site DEVD par le site ENLYFQS (IP3R-1*TCVR) alors que dans la 
deuxième, le site ENLYFQS a été inséré dans le site DEVD (IPîR-lTevi). 
Après l'obtention de ces constructions, nous avons vérifié si, comme l'IPîR-l de 
type sauvage, les mutants s'expriment bien dans les cellules HEK293. La figure 7B montre 
que les mutants IP3R-I*DEVA et IP3R-I*IEVA s'expriment aussi bien que l'IP3R-l de 
type sauvage, alors que les mutants IP3R-l*TevR et IP3R-l*Tevi ne s'expriment pas du tout 
ou sous le seuil de détection. 
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Figure 6: Surexpression de l'IPjR-l dans les cellules HEK293 
Les cellules HEK293 ont été transfectées (ou non) par lipofection avec 6 (ig de plasmide 
encodant riPjR-l de type sauvage ou le plasmide vide correspondant. Après 24hres de 
culture, les cellules ont été lysées et leurs protéines résolues sur un gel dénaturant de 
polyacrylamide de 6%. LTP3R-I a été détecté par immunobuvardage avec l'anticorps Cl 
reconnaissant la partie C-terminal du récepteur. La même membrane a été utilisée pour 
détecter la clathrine, choisie comme contrôle de chargement. Cette expérience typique est 














Figure 7: Construction et expression des IP3R-I mutants 
A) L'ADNc de PIP3R-I de type sauvage a été utilisé comme matrice pour générer les 
quatre récepteurs mutants par mutagénèse dirigée. Le site de clivage par la protéase 
TEV (ENLYFQjS) a été introduit par remplacement du site DEVD ou par insertion à 
l'intérieur du site DEVD pour générer les mutants IP3R-l*TevR et IP3R-l*Tevi 
respectivement. 
B) Les cellules HEK293 ont été transfectées par lipofection avec 6 |ig de plasmide vide ou 
de plasmide encodant FIP3R-I de type sauvage ou chacun des 4 IP3R mutants. Après 24 
hres de culture, les cellules ont été lysées et leurs protéines résolues sur un gel de 
polyacrylamide de 6%. L'IP3R-1 a été détecté par immunobuvardage avec l'anticorps 
NI qui reconnaît la partie N-terminal du récepteur. Le même extrait cellulaire a été 
utilisé pour détecter la Hsp90, choisie comme contrôle de chargement. Cette expérience 
typique est représentative de trois expériences indépendantes qui ont fourni des résultats 
similaires. 
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3. Construction du mutant IPjRl*Tev 
Que le motif ENLYFQJ.S soit mis par insertion ou par remplacement, cette 
altération au niveau du site DEVD semble empêcher l'expression du récepteur. Pour 
remédier à ce problème, nous avons construit un mutant où le site de clivage par la protéase 
TEV est légèrement déplacé en aval du site DEVD. Afin d'éviter que ce nouveau mutant 
puisse être clivable par la caspase 3, cette construction (IP3Rl*Tev) a été faite à partir du 
mutant IP3R1*DEVA. Le site exact d'insertion a été guidé par des programmes de 
prédiction de structures secondaires afin de choisir un endroit où l'insertion du site est le 
moins susceptible d'affecter la structure de la protéine i.e. un endroit sans structure 
secondaire apparente. L'endroit choisi est donc à 38 résidus en aval du site DEVD. 
La figure 8 montre que l'IPjRlTev s'exprime aussi efficacement que l'^R-l et 
que les mutants IP3R-1*DEVA et IP3R-PIEVA. Ainsi l'éloignement de la mutation du site 
en aval du site DEVD règle le problème de non-expression observé dans le cas des 
précédents. En effet, cette stratégie nous a permis de créer un mutant Tev qui s'exprime 
bien effectivement in cellulo. 
4. Test de fonctionnalité des IP3RS surexprimés 
Après avoir démontré que nos constructions s'expriment bien, nous avons testé leur 
fonctionnalité en mesurant la relâche intracellulaire de Ca2 dans les cellules DT40-K0. 
Les cellules DT40 sont des lymphocytes T qui, lorsque stimulées avec un anti-IgM, 
produisent de PIP3, ce qui augmente leur concentration intracellulaire de Ca2+. Les cellules 
DT40-K0 n'expriment aucun IP3R parce que les gènes des trois sous-types d'IÏ^R ont été 
abolis par recombinaison génétique, une approche relativement facile dans ces cellules. En 
conséquence et tel que montré à la figure 9A, la stimulation avec l'anti-IgM (400 ng/ml) 
des cellules DT40-K0 exprimant un plasmide vide ne cause aucune augmentation de Ca2+ 
intracellulaire. On remarque une légère diminution du signal fluorescent qui serait un 
artefact dû à la turbulence créée lors de l'ajout de l'anti-IgM. Un tel artefact a été observé 
dans la plupart des essais effectués. La figure 9B montre que l'anti-IgM a causé une 
robuste augmentation de Ca2+ dans les cellules DT40-K0 surexprimant PIP3R-I de type 
sauvage. Dans cet essai le niveau de Ca2+ est passé d'environ 70 nM à environ 110 nM. 






























Figure 8: Expression des IP3RS mutants 
A) L'ADNc du mutant DEVA a été utilisé comme matrice pour générer le récepteur mutant 
Tev par mutagénèse dirigée. Le site de clivage par la protéase TEV (ENLYFQJ.S) a été 
introduit à 38 résidus en aval du site DEVD pour générer la construction IP3R-l*Tev.B) 
Les cellules HEK293 ont été transfectées par lipofection avec 6 ^g de plasmide vide ou de 
plasmide encodant l'IPjR-l de type sauvage ou chacun des 3 IP3R mutants (incluant le 
mutant H^RTev). Après 24 hres de culture, les cellules ont été lysées et leurs protéines 
résolues sur un gel dénaturant de polyacrylamide de 6%. L'IP3R-1 a été détecté par 
immunobuvardage avec l'anticorps NI. Le même extrait cellulaire a été utilisé pour 
détecter la Hsp90, choisie comme contrôle de chargement. Cette expérience typique est 
représentative d'au moins deux expériences indépendantes qui ont fourni des résultats 
similaires. Une bande non spécifique est détectée par l'anticorps â 150 kDa. 
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Figure 9: Test de fonctionnalité : relâche calcique dans les DT40-K0 
Les cellules DT40-K0 transfectées avec (A) un plasmide vide, (B) 1' IP3R-1 de type 
sauvage, (C) le mutant IP3R-1*DEVA, (D) le mutant IP3R-PIEVA ou (E) le mutant IP3R-
1 *TEV ont été chargées en Fura2 et leur concentration intracellulaire de Ca2+ a été suivi 
avec le système Metafluor. Les cellules ont été stimulées avec un anti-IgM (400 ng/ml) au 
moment indiqué par la flèche. La figure montre des tracés typiques illustrant les réponses 
de cellules uniques. Des résultats similaires ont été obtenus dans deux expériences 
indépendantes  e f fec tuées  avec  les  d i f fé rentes  cons t ruc t ions  de  FIP3R - I .  
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surtout, qu'il est fonctionnel. Le même type d'expérience a été effectué en transfectant les 
IP3RS mutants dans les cellules DT40-K0 et tous sont capables de soutenir une relâche 
calcique. 
5. Clivage par la protéase Tev 
Après avoir vérifié la bonne expression et fonctionnalité du mutant TEV, nous 
avons voulu nous assurer que ce récepteur est bien clivable en présence de la protéase 
TEV, mais aussi que les autres mutants ne le sont pas dans ces mêmes conditions. Les 
cellules HEK293 ont été cotransfectées avec ITP3R-I (type sauvage ou mutant) et la 
protéase TEV. La figure 10 montre que 24 h après la cotransfection, le mutant IP3R-l*Tev 
migre presqu'entièrement sous la forme d'un fragment de Mr 170 kDa correspondant à la 
partie N-terminale de ITP3R-I attendue après un clivage par la protéase TEV. Un tel 
fragment n'est pas produit lorsque les cellules sont cotransfectées avec un plasmide vide 
(n'encodant pas la protéase TEV). Dans ce cas le mutant IPjR-l^Tev migre comme ITP3R-
1 intact, avec un Mr de 260 kDa. De même, il est important de noter que l'IP3R-l de type 
sauvage et les mutants IP3R-I *DEVA et IP3R-PIEVA ne sont pas clivés par la protéase 
TEV puisqu'ils migrent avec un Mr de 260 kDa. Il est aussi important de noter que la 
protéase TEV ne produit aucun fragment lorsqu'aucun IP3R-I n'est transfecté (plasmide 
vide). 
6. Tests de mort cellulaire et clivage du récepteur IP3RI en conditions apoptotiques 
Tel que mentionné auparavant, certaines études identifient l'IP3R-l comme un 
substrat de la caspase 3 et suggèrent que le clivage de ITP3R-I par la caspase 3 se produit 
lors de l'apoptose. Nous avons donc vérifié si tel était le cas. La figure 11 montre que 
lorsque les cellules HEK293 ont été traitées avec 250 ng/ml de Trail, une dose plus que 
suffisante pour induire l'apoptose, riP3R-l et les mutants IP3R-PDEVA et IP3R-1*TEV 
migrent comme des protéines intactes avec un Mr de 260 kDa. Aucune bande 
correspondant au produit de clivage espéré par un clivage de la caspase 3 n'est remarquée. 
Dans ces conditions, la figure 11 montre que la caspase 3 a bien été activée en présence de 
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Figure 10: Co-expression des différents IP3R-I et de la protéase TEV 
Les cellules HEK293 ont été cotransfectées par lipofection avec 4 ng de plasmide encodant 
la protéase TEV et 2 |ig de plasmide encodant ITP3R-I (type sauvage ou mutant). Les 
cellules n'exprimant pas la protéase TEV active ont été transfectées avec 2 |*g de plasmide 
encodant l'IPjR-let 4 ng de plasmide vide ou de plasmide encodant la protéase inactivée 
(mutant catalytique C2200A). Les cellules ont été lysées et leurs protéines résolues sur un 
gel de polyacrylamide de 6%. LTP3R-I a été détecté par immunobuvardage avec 
l'anticorps NI. Le récepteur intact migre avec un Mr de 260 kDa, alors que le récepteur 
clivé migre avec un Mr de 170 kDa. Le même extrait cellulaire a été utilisé pour détecter la 
Hsp90 et l'épitope V5, qui servent de contrôle de chargement et de contrôle d'expression 
de la protéase TEV, respectivement. Des résultats similaires ont été obtenus dans au moins 
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Figure 11: Induction de l'apoptose des cellules HEK293 avec le Trail 
Les cellules HEK293 surexprimant ITP3R-I ou ses mutants non clivables par la caspase 3 
(IP3R-1*DEVA et IP3R-1*TEV) ont été traitées (ou non) pendant 24 hres, avec une 
concentration de 250 ng/ml de Trail. Les cellules ont été lysées et leurs protéines résolues 
sur un gel de polyacrylamide de 6%. LTP3R-I et ses mutants ont été détectés par 
immunobuvardage avec l'anticorps Cl, alors que les formes inactives et la grande sous-
unité de la caspase 3 activée ont été détectées par immunobuvardage avec l'anticorps anti-
caspase 3. La protéine Hsp90 a été choisie comme témoin de chargement. Des résultats 
similaires ont été obtenus dans au moins trois expériences indépendantes effectuées dans 
des conditions similaires. 
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la caspase 3 activée (après son clivage). Tel qu'attendu, en absence de Trail, la procaspase 
3 intacte migre avec un Mr de 35 kDa. 
Puisque ITP3R-I n'a pas été clivé lors de l'apoptose induite par Trail, nous avons 
vérifié s'il ne serait pas clivé dans d'autres conditions apoptotiques telles que des 
traitements avec plusieurs autres agents toxiques dont la STS (inhibiteur général de 
kinases), une combinaison de TNFa et de CHX et le rayonnement ultraviolet qui induit des 
dommages à l'ADN. La figure 12A montre que ITP3R-I est demeuré intact (donc n'a pas 
été clivé) lorsque les cellules HEK293 ont été traitées avec la STS, une combinaison de 
TNFa et de CHX, ou encore avec les rayons ultraviolets. En effet, dans toutes les 
conditions, aucune bande n'apparaît dans la région où migrent les protéines de Mr 90 kDa 
correspondant au fragment C-terminal de TIP3R-1 clivé par la caspase 3. La Figure 12A 
montre aussi que dans toutes les conditions utilisées, la grande sous-unité de la caspase 3 
activée (Mr 17 kDa) a été obtenue, ce qui démontre que les différents traitements étaient 
efficaces pour induire l'apoptose. Ces résultats, identiques à ceux montrés à la Figure 11, 
montrent que peu importe la manière utilisée pour induire l'apoptose, ITP3R-I demeure 
intact et migre comme une protéine de Mr 260 kDa. 
Afin de vérifier si le clivage de ITP3R-I ne serait pas dépendant d'un type cellulaire 
particulier, nous avons répété les mêmes expériences en utilisant les cellules Hela et les 
cellules Jurkat, deux types cellulaires exprimant de façon endogène des hauts niveaux 
d'IP3R-l et souvent utilisés dans les études sur l'apoptose. La figure 12B montre que 
lorsque les cellules HEK293 (panneaux du haut) et les cellules Hela (panneaux du bas) ont 
été traitées avec la STS ou avec la combinaison de TNFa/CHX, elles ont démontré des 
changements caractéristiques de l'apoptose (par rapport aux cellules non traitées). En effet, 
les cellules se sont arrondies (suggérant une perte d'adhésion au pétri), elles ont diminué en 
densité apparente (suggérant un détachement) et leur forme suggérait un bourgeonnement 
de la membrane plasmique (blebbing) chez certaines. Les figures 12C et 12D montrent que 
lorsque les cellules Hela et Jurkat ont été traitées avec la STS ou avec la combinaison 
TNFa/CHX, PIP3RI endogène n'a subi aucun clivage par la caspase 3. En effet, dans ces 
conditions, aucune bande n'apparait dans la région où migrent les protéines de Mr 90 kDa 
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Figure 12: Induction de l'apoptose dans les cellules HEK293, Jurkat, et Hela 
(A) Les cellules HEK293 surexprimant le récepteur IP3R-I ont été traitées pendant 24 h 
avec divers agents induisant l'apoptose (Trail 250 ng/ml, STS 2 (aM, ou la combinaison 
TNF-a et CHX 30 ng/ml et 10 |ig/ml respectivement, ou le rayonnement ultra-violet 100 
J/m2). Elles ont ensuite été lysées et leurs protéines résolues sur un gel dénaturant de 
polyacry lamide  de  6%.  L 'EP3R-1 a  é té  dé tec té  par  immunobuvardage  avec  l ' an t icorps  Cl ,  
alors que les formes inactives et la grande sous-unité active de la caspase 3 ont été 
détectées par immunobuvardage avec l'anticorps anti-caspase 3. La protéine Hsp90 a été 
choisie comme témoin de chargement. (B) Images de microscopie en contraste de phase 
pour des cellules HEK293 (panneaux du haut) ou HeLa (panneaux du bas) traitées (ou non) 
pendant 24 hres avec la STS ou la combinaison TNFa/CHX. Les cellules Hela (C) ou les 
cellules Jurkat (D) ont été traitées (ou non) pendant 24 h, avec la STS ou avec la 
combinaison TNFa/CHX. Elles ont ensuite été lysées et leurs protéines résolues sur un gel 
dénaturant de polyacrylamide de 6%. LTP3R-I a été détecté par immunobuvardage avec 
l'anticorps Cl. La protéine Hsp90 a été choisie comme témoin de chargement. Des 
résultats similaires ont été obtenus dans deux expériences indépendantes effectuées avec 
les différents types cellulaires. 
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démontrent donc que peu importe le type cellulaire, peu importe les agents apoptotiques 
utilisés, riPjR-l n'est pas clivé de façon détectable par la caspase 3. 
7. Clivage in vitro de I'IPjR-1 par la caspase 3 et la caspase 7 
Parce que TIP3R-1 ne semble pas être clivé dans des conditions qui induisent 
l'apoptose, nous avons vérifié si, dans des conditions optimales in vitro, il était un substrat 
des caspases 3 et 7. À cette fin, des extraits de microsomes des cellules HEK293 
surexprimant PIP3R-I ont été incubés pendant 1 h à 37°C en présence de concentrations 
croissantes de caspase 3 recombinante enzymatiquement titrée (0 à 6 |iM) dans un tampon 
d'essai approprié. La figure 13 montre la présence d'une bande migrant avec un Mr de 90 
kDa, correspondant au fragment C-terminal de FIP3R-I clivé. À une concentration aussi 
élevée que 600 nM de caspase 3, la bande de 90 kDa est à peine détectable alors qu'elle 
était plus évidente à une concentration de 2 fi M de caspase 3. Par contre, à toutes les 
concentrations de caspase 3 inférieures à 600 nM, aucun produit de clivage de l'IP3R-l n'a 
été détecté. Ces résultats démontrent que l'IPjR-l est un substrat de la caspase 3. Par contre 
les très fortes concentrations nécessaires pour le cliver, suggèrent que HP3R-I est un 
pauvre substrat de la caspase 3. De plus, l'apparition d'une bande à 180-190 kDa est 
indicatif de la présence d'un site de clivage secondaire dans la séquence du récepteur. 
Après avoir démontré que le clivage in vitro de l'LPaR-l nécessitait des fortes 
concentrations de caspase 3, nous avons vérifié si ce clivage avait lieu en présence de fortes 
concentrations de caspase 7. Cette caspase a été utilisée parce que, contrairement à la 
capsase-3, sa surexpression par transfection permet sont auto-activation et parce que la 
préférence de substrat, du moins lorsqu'analysée à l'aide de peptides, est identique à celle 
de la caspase-3. En conséquence, un plasmide encodant la caspase 7 a été cotransfecté avec 
les plasmides encodant l'IPjR-l ou ses mutants dans les cellules HEK293. La figure 14 
montre que ITP3R-I est bien clivé par la caspase 7. En effet une bande de Mr 90 kDa est 
générée lorsque l'IP3R-1 est surexprimé avec la caspase 7. Cette bande est absente lorsque 
la caspase 7 n'est pas exprimée ou lorsqu'une caspase 7 inactive (mutant catalytique 
C285A) est surexprimée. De même, aucune bande de Mr 90 kDa n'est générée dans des 
cellules surexprimant la caspase 7 active et les mutants IP3R-I non clivables. Dans toutes 
les cellules où la caspase 7 a été surexprimée, induisant donc la mort par apoptose (Denault 
51 




CTRL 20 nM 60 nM 200 nM 600 nM 2 |iM 6 |iM 
200 KDa • 





Figure 13: Clivage In vitro de l'IPjR-l par la caspase 3 recombinante 
Les extraits de cellules HEK293 surexprimant TIP3R-1 ont été incubés pendant 1 hre à 
37°C en présence de différentes concentrations de caspase 3 recombinante. Les protéines 
ont ensuite été résolues sur un gel dénaturant de polyacrylamide de 6% et PIP3R-I a été 
détecté avec l'anticorps Cl. La protéine Hsp90 a été choisie comme témoin de chargement. 
Des résultats similaires ont été obtenus dans deux expériences indépendantes effectuées 
dans des conditions similaires. 
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Figure 14: Clivage de PIP3R-I par la caspase 7 
Les cellules HEK293 ont été cotransfectées avec 4fjg de plasmide encodant la caspase 7 
active (ou inactive) et 2ng de plasmide encodant l'IPîR-l. Elles ont ensuite été lysées et 
leurs protéines résolues sur un gel dénaturant de polyacrylamide de 6%. LTP3R-I a été 
détecté par immunobuvardage avec l'anticorps Cl. La protéine Hsp90 a été choisie comme 
témoin de chargement alors que la protéine p23 a été choisie comme témoin de l'activité de 
la caspase 7. Des résultats similaires ont été obtenus dans deux expériences indépendantes 
effectuées dans des conditions similaires. 
Discussion 
Afin d'évaluer le rôle du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate de type 1 (IP3R-
1) dans le processus apoptotique, nous avons créé différents mutants non clivables par les 
caspases. Nous avons montré que les mutations n'affectent aucunement la fonction de 
PIP3R-I. En effet, les IP3R mutants et celui de type sauvage exprimés dans les cellules DT-
40-K0, ont tous permis une relâche calcique intracellulaire suite à une stimulation des 
cellules avec un anti-IgM. Ces résultats concordent avec les résultats obtenus dans d'autres 
études qui ont montré que la stimulation avec un anti-IgM induit une relâche de Ca2+ dans 
les cellules DT40 de type sauvage exprimant des récepteurs de PIP3 fonctionnels, alors 
qu'aucune relâche n'est visible dans les DT40-K0 (Broad et al. 2001, Sugawara et al. 
1997, Vazquez et al. 2003, Venkatachalam et al. 2001). 
L'induction de l'apoptose en stimulant les cellules avec Trail, un ligand de mort 
bien caractérisé pour activer la voie extrinsèque de l'apoptose, n'a pas causé le clivage de 
1'IP3R-1. La même observation a été faite en induisant l'apoptose avec d'autres agents 
toxiques (STS, TNF-a/CHX, UV). Dans toutes ces conditions, la voie apoptotique a été 
activée tel que démontré par le clivage de la procaspase 3. Il est à noter qu'il est rare 
d'observer un clivage important ou complet de la procaspase 3 dans les conditions utilisées, 
cependant même le clivage d'une fraction des procaspases 3 est suffisante pour induire un 
clivage important des substrats de caspases et conduire à l'apoptose : Le clivage de p23 
nous l'indique bien. L'absence de clivage de ITP3R-I lors de l'apoptose n'est pas reliée au 
type cellulaire dans lequel les expériences ont été effectuées puisque des résultats 
identiques ont été obtenues avec les cellules HeLa et les cellules Jurkat qui expriment des 
niveaux élevés d'IP3R-l endogènes et qui sont couramment utilisées dans la littérature sur 
l'apoptose comme lignées modèles fonctionnelles. Ces résultats ne concordent pas avec 
ceux du groupe de Mikoshiba qui montrent que FIP3R-1 est clivé par la caspase 3 lors du 
traitement des cellules Jurkat avec la STS ou avec la combinaison TNF-a/CHX (Hirota et 
al. 1999). Compte tenu des résultats que nous avons obtenus, il est à se demander si cet 
événement ne serait pas restreint à un clone précis des cellules T Jurkat. 
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La susceptibilité au clivage (ou clivabilité) de l'IP3R-l a été démontrée in vitro en 
incubant les lysats protéiques en présence de différentes concentrations de caspase 3 
recombinante enzymatiquement titrée. Le clivage ne se produit qu'avec des concentrations 
de caspase 3 de l'ordre de 600 nM et plus. La susceptibilité au clivage a aussi été 
démontrée in cellulo en surexprimant ITP3R-I et caspase 7 dont la spécificité de substrats 
est très proche de celle de la caspase 3. De même, le clivage requiert un minimum de 50 
nM de caspase 7. Il a été montré que suite à une transfection, dans les conditions que nous 
avons utilisées, la concentration intracellulaire de procaspase 7 est de l'ordre de 500 nM et 
qu'une proportion de l'ordre de 5 à 10% de cette enzyme est autoactivée (Denault & 
Salvesen 2003). Sachant qu'en conditions apoptotiques physiologiques, les concentrations 
de procaspase 3 et de procaspase 7 ne dépassent pas les 100-300 nM et 10-50 nM 
respectivement et que seulement 5 à 50% de ces procaspases sont activées (Stoka et al. 
2001), nous pouvons conclure que le clivage de FIP3R-I que nous avons observé dans nos 
expériences n'a eu lieu qu'en conditions extrêmes et ce, en présence d'environ dix fois plus 
de caspases 3 ou 7 que le niveau cellulaire généralement obtenu. En comparant le clivage 
de l'IP3R-l à celui de p23, un bon substrat de la caspase 7 (Walsh et al. 2008), on remarque 
que p23 est clivé de façon beaucoup plus efficace. Ces résultats confirment que ITP3R-I 
peut être clivé par la caspase 3 tel que rapporté par le groupe de Mikoshiba (Hirota et al. 
1999) qui a fait l'observation dans les cellules Jurkat et par le groupe d'Otsvold qui a fait 
l'observation dans les neuroblastomes humains SH-SY5Y (Haug et al. 2000). Cependant 
nos résultats remettent en question la qualité du récepteur en tant que substrat significatif 
de caspase. L'observation d'un clivage in vitro ne fait pas d'une protéine un bon jsubstrat de 
caspase. Certes, la présence d'un bon motif de clivage (DEVD) dans la séquence d'acides 
aminés de l'IP3R-l explique l'intérêt scientifique pour ce récepteur et son implication dans 
l'apoptose, cependant deux faits très importants pourraient jouer un rôle critique : l'acide 
aminé suivant le site de clivage et l'environnement du site de clivage. Ces points sont 
développas dans ce qui suit. 
Le premier facteur à mentionner est l'acide aminé suivant le site de clivage, puisque 
l'activité de plusieurs protéases est aussi dictée par les acides aminés situés du côté C-
terminal du site de clivage. En utilisant une approche par librairie combinatoire de substrats 
p>eptidiques fluorescents, le groupe de Salvesen a examiné les préférences des caspases 
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humaines pour des motifs de clivage ayant des modifications aux positions P4, Pi ou P'i (le 
site de clivage étant P4-P3-P2-Pi-P'i où Pi est le résidu aspartate précédant le clivage par la 
caspase) (Stennicke et al. 2000). L'étude a montré un degré inattendu de discrimination à la 
position P'i avec une préférence pour les petits résidus comme l'alanine, la glycine et la 
sérine. En fait, la glycine est le résidu préféré à cette position. Les résidus aromatiques 
volumineux tels que la phénylalanine et la tyrosine sont aussi tolérés, cependant les résidus 
chargés comme l'arginine et la lysine ne le sont pas du tout. Les résultats montrent en effet 
que le clivage d'un substrat avec un résidu arginine en P'i est, dans le cas de la caspase 3, 
plus de 10 fois moins efficace qu'un substrat avec un résidu glycine. De même, dans le cas 
de la caspase 7, l'acide aminé arginine en P'i confère plus de 80 fois moins d'efficacité de 
clivage. Dans le cas de l'IPsR-l, le résidu arginine en P'i (DEVD|,R) en fait un moins bon 
site de clivage par la caspase 3 ou par la caspase 7. Il est important de mentionner que la 
très grande majorité des substrats des caspases connus pour avoir un rôle majeur dans le 
processus apoptotiques possèdent un résidu G/A/S en position P't 
(http://bioinf.gen.tcd.ie/casbah) (Luthi & Martin 2007). C'est le cas des substrats 
mentionnés à la section III.3 de l'introduction sur la démolition cellulaire. 
L'efficacité des protéases sur leurs substrats peut être reliée à plusieurs facteurs, tels 
que, évidemment, la colocalisation spatiotemporelle de l'enzyme et de son substrat, la 
spécificité de l'enzyme pour une séquence précise d'acides aminés, les conditions 
environnementales (i.e. pH, force ionique), la stabilité des segments polypeptidiques, etc. 
(Hardesty et al. 2008). Outre ces facteurs, un second facteur non négligeable pour 
l'efficacité d'une protéase sur un substrat pouvant s'appliquer au cas de PIP3R-I est 
l'environnement du site de clivage : certains déterminants importants des substrats de 
protéases dictant l'efficacité de clivage sont la présentation structurale (Timmer et al. 
2009) et l'accessibilité des segments (Hardesty et al. 2008). La liaison de 6 à 8 acides 
aminés au site actif de la protéase est nécessaire pour la protéolyse d'une chaîne 
polypeptidique (Fontana et al. 1986, Polverino de Laureto et al. 1997). Ainsi le clivage par 
les protéases est limité par le degré de flexibilité de la chaîne permettant l'accès à 
l'enzyme. En effet, plusieurs études montrent que les protéases clivent les substrats dans 
des boucles flexibles, exposées, et non structurées (Coombs et al. 1998, Hubbard et al. 
1991) d'où l'usage très commun des protéases pour déterminer les limites des domaines 
57 
protéiques (Hardesty et al. 2008). Des études utilisant des structures cristallines 
d'inhibiteurs de protéases avec des sites de clivage accessibles valident ces observations 
(Gettins 2002, Kelly et al. 2005). Ainsi, des sites de clivage situés dans des structures 
secondaires (i.e. hélices-a, feuillets-P, etc.) pourraient retarder ou résister à l'action de la 
protéase (Hardesty et al. 2008). La persistance des prions (Vorberg et al. 2001) et le 
développement d'antibiotiques peptidiques contraints (Yamaguchi et al. 2003) sont des 
exemples de cette résistance structurale. Il est à noter que cette interprétation découlant de 
plusieurs études a été récemment nuancée par une étude montrant que les protéases peuvent 
aussi cliver des segments situés dans les hélices-a, et que la protéolyse est presqu'aussi 
efficace que celle impliquant des domaines non structurés (Timmer et al. 2009). Cependant 
cette étude ne vérifie pas si le clivage ayant lieu dans les structures secondaires est retardé. 
L'occurrence d'un « retard de clivage » d'un substrat serait - dans le cas de l'apoptose - un 
élément très important à première vue non désirable si le but est d'inactiver des systèmes. 
Bien que les prédictions de structures secondaires effectuées à l'aide des logiciels 
APSSP (Advanced Protein Secondary Structure Prédiction) et JUFO ne suggèrent pas de 
structure secondaire dans la région du site DEVDjR de FIP3R-I, nous ne pouvons pas 
écarter la possibilité que le clivage inefficace de FIP3R-I soit dû à la présence de structure 
secondaire. Le site DEVDJ.R se situe dans le domaine le plus long de ITP3R-I, soit le 
domaine de régulation, ce qui augmente les chances d'encombrement stérique qui pourrait 
être à l'origine du défaut de clivage. De plus, un clivage plus tardif serait plus difficile à 
voir in cellulo dans des conditions apoptotiques, puisque la mort cellulaire est un 
phénomène relativement rapide. Ainsi un clivage tardif n'aurait pas toujours le temps 
d'avoir lieu avant la mort de la cellule. On peut aussi postuler que dans certains cas, le 
clivage d'un substrat ne survienne que lorsque certaines conditions cellulaires, 
essentiellement dictées par le progrès de la phase de démolition, ne soient rencontrées. 
L'apoptose est un phénomène ordonné mais qui montre cependant de la variabilité d'une 
lignée cellulaire à une autre (Goldstein et al. 2000) et d'une cellule à une autre pour une 
même lignée (Bhola & Simon 2009). 
L'utilisation de la protéase TEV constitue une approche très prometteuse et de plus 
en plus utilisée grâce à son activité à pH neutre, à sa grande spécificité de substrat, au fait 
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qu'elle n'a pas de substrat dans le protéome de mammifères et enfin grâce au fait qu'elle 
est très bien tolérée par leurs cellules qui la surexpriment (Wehr et al. 2006). En effet cette 
protéase a été utilisée récemment dans une étude d'activation des caspases exécutrices 
(Gray et al. 2010) qui a permis d'étudier les rôles non redondant des caspases exécutrices 
3, 6 et 7 et de montrer que l'activation de la caspase -3 ou -7 seule serait suffisant pour 
induire l'apoptose. 
L'utilité de cette approche réside dans la possibilité de contourner les différentes 
étapes d'activation des voies apoptotiques et de cliver directement la protéine cible. Ceci 
n'est pas un phénomène étranger à la cellule, puisque la granzyme B fait exactement la 
même chose en clivant les caspases effectrices directement, sans passer par la cascade de 
clivages des voies intrinsèque et extrinsèque. Dans notre étude, la protéase TEV permet 
d'éviter des étapes en clivant directement l'O^R-l sans activer les caspases effectrices. 
Ainsi il n'y a pas de clivage d'autres substrats de caspases. Cette protéase permet donc 
l'étude d'un événement précis de clivage, dans un environnement cellulaire inchangé. Les 
propriétés de la protéase TEV s'avèrent utiles dans plusieurs domaines d'étude et ouvrent 
la possibilité à une multitude d'applications, telles que la protéolyse in vivo (Henrichs et al. 
2005, Herskovits et al. 2001, Kapust & Waugh 2000, Yang et al. 2005), le clivage de 
protéines hybrides (Parks et al. 1994), l'étude de localisation protéique (Gao & Dean 
2000), l'étude de protéines membranaires (Guedin et al. 2000, Guilvout et al. 1999), et 
autres. Nous avons bien démontré l'efficacité du clivage du mutant IP3R-l*Tev en 
présence de la protéase TEV (plus de 80% du récepteur surexprimé a été clivé). 
Les difficultés de surexpression rencontrées avec les deux premières constructions 
IP3R-l*TeV[ et d'IP3R-l*TevR possédant un site TEV (ENLYFQ|S) au lieu du site 
DEVDjR sont disparues lorsque le site de clivage par la protéase TEV a été mis en aval du 
site DEVAjR. Il est possible que l'ajout d'acides aminés dans la région du site DEVDJ.R 
ait causé un changement de conformation important qui aurait nui à l'expression de la 
protéine. 
On retrouve dans la littérature scientifique un accord général sur la présence d'un 
lien entre le flux calcique provenant du réticulum endoplasmique, l'accumulation de Ca2+ 
dans la mitochondrie et les effets de plusieurs stimuli apoptotiques (Demaurex & 
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Distelhorst 2003, Hanson et al. 2004, Orrenius et al. 2003, Rizzuto & Pozzan 2006, Walter 
& Hajnoczky 2005). Ceci explique l'intérêt porté au rôle de I'IPÎR dans l'apoptose, 
puisqu'il représente la voie primaire de relâche calcique dans les cellules non excitables. 
Les évidences de l'implication des LP3R dans l'apoptose viennent en majorité 
d'expériences dans lesquelles les niveaux d'expression du récepteur ont été manipulés. Les 
premières études ont montré que les niveaux d'LP3R-3 étaient augmentés durant l'apoptose 
et que l'apoptose pouvait être évitée en présence d'ARN antisens contre TIP3R-3 et non 
contre FIP3R-I (Khan et al. 1996). En faisant l'invalidation sélective (knockout sélectif) 
des différentes isoformes d'H^R, une étude plus récente a proposé un rôle important pour 
TIP3R-3 dans l'apoptose (Mendes et al. 2005). Cette étude a montré une localisation de 
l'IP3R-3 près des membranes mitochondriales. Par contre, une autre étude a montré que le 
Icnockdown stable de TIP3R-1 inhibait l'effet de plusieurs stimuli apoptotiques (Jayaraman 
& Marks 1997). Par contre, en examinant attentivement l'immunobuvardage montré dans 
cette étude, on peut noter que les isoformes IP3R-2 et IP3R-3 sont exprimées à des niveaux 
beaucoup plus faibles que l'O^R-l, ce qui affaiblit la conclusion suggérant un rôle plus 
important de l'n^R-l dans l'apoptose. D'autre part, un ARN interférant contre ITP3R-I a 
aussi induit une résistance aux effets apoptotiques du ligand FasL dans les cellules Jurkat 
(Wozniak et al. 2006). Certes, ces observations suggèrent que les IP3R jouent un rôle 
important dans l'apoptose, cependant elles révèlent aussi que ce rôle n'est pas joué 
uniquement par une isoforme précise, mais plutôt par les IP3R en général. 
Dans le but d'étudier la fonction des différents domaines de l'O^R-l, en particulier 
le domaine de régulation, le groupe de Mikoshiba a exprimé des formes tronquées et des 
mutants correspondant au clivage du récepteur par la caspase 3 (Nakayama et al. 2004). En 
utilisant des constructions marquées avec la GFP (green fluorescent protein), ils ont 
remarqué que les cellules exprimant la forme clivée par la caspase 3 ou la forme 
comportant le domaine canal seulement ne montraient pas de relâche calcique 
intracellulaire en réponse à l'ATP (un agoniste des récepteurs purinergiques générant de 
ITP3) ou en réponse à la thapsigargine (un inhibiteur des SERCA induisant une fuite de 
calcium du RE). De plus, ils ont noté que l'entrée de Ca2+ dans ces cellules était tout-à-fait 
normale. Ces résultats suggèrent que les réserves de Ca2+ dans les cellules exprimant ces 
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deux formes tronquées de ITP3R-I étaient vides à l'état de repos, et donc que ces formes 
tronquées étaient des canaux qui laissaient fuir continuellement le Ca2+. Ainsi, cette étude 
suggérait que si le clivage de l'ÏÏ^R-l a effectivement lieu, ceci affecterait l'homéostasie 
calcique de la cellule, un facteur très important de l'apoptose. Certaines revues de 
littérature proposent que si le clivage de FIP3R-I par la caspase 3 était essentiel pour 
induire les changements de concentrations observés dans le cytoplasme et le réticulum 
endoplasmique en réponse à différents stimuli apoptotiques, alors l'administration 
d'inhibiteurs de caspase 3 devrait bloquer ces changements. Ceci a été observé par Assefa 
et al. (2004) après avoir traité les cellules avec de la staurosporine mais pas avec les 
cellules HeLa ni celles d'adénocarcinomes de prostate PC-3 : les oscillations de Ca2+ 
cytoplasmique induites par le traitement des cellules HeLa à la staurosporine (Boehning et 
al. 2003) et la déplétion de Ca2+ dans le RE des adénocarcinomes de prostate PC-3 (Nutt et 
al. 2002) sont dans les deux cas insensibles aux inhibiteurs de la caspase 3 
Cependant il faut se souvenir que l'inhibition de la caspase 3 inhibe le clivage d'une 
multitude de substrats et non pas uniquement de l'EPaR-l et qu'elle inhibe certainement 
d'autres caspases puisque les inhibiteurs de ce type manquent de sélectivité (McStay et al. 
2008). 
La théorie du « clivage » est loin d'être la seule pouvant expliquer les changements 
de concentrations calciques durant l'apoptose. Par exemple, la relâche du calcium du 
réticulum endoplasmique peut être un événement secondaire dû au changement de la 
perméabilité mitochondriale ayant lieu durant l'apoptose, et peut aussi être le résultat de 
l'activation des « réponses au stress » du RE (Boyce & Yuan 2006, Camello et al. 2002). 
La relâche calcique par les récepteurs de FLP3 pourrait aussi être dû à d'autres facteurs : le 
canal calcique du récepteur de l'IP3 montre une dépendance diphasique de la concentration 
de calcium, il serait stimulé à faibles concentrations, et inhibé à hautes concentrations 
(Bezprozvanny et al. 1991). En 2003, une étude a démontré d'une interaction entre la 
région C-terminale du récepteur de type 1 et le cytochrome c. L'effet du cytochrome c sur 
le canal serait d'empêcher l'effet inhibiteur qu'exerce le calcium, interrompant ainsi le 
mécanisme responsable de la fermeture du canal et ayant pour but d'éviter une surélévation 
de la concentration cytoplasmique en calcium (Hajnoczky et al. 1999, Jouaville et al. 
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1995). Le mécanisme permettant au calcium d'inhiber le canal de FIP3R-I n'est pas encore 
bien compris, cependant le site de liaison du cytochrome c sur le récepteur est identifié 
(Boehning et al. 2005). Il y a donc plusieurs manières par lesquelles FIP3R-I peut 
influencer le processus apoptotique mais, selon nous, ce n'est pas par son clivage par une 
caspase. 
Conclusions 
LTP3R-I est bien clivable par la caspase 3 ainsi que la caspase 7, mais à de très 
hautes concentrations dépassant considérablement les niveaux cellulaires. 
Le clivage de riP3R-l n'a pas été observé dans les cellules HEK293, HeLa, ou 
Jurkat durant l'apoptose malgré l'activation des caspases 3. 
Les résultats obtenus proposent que l'IP3R-l n'est pas un bon substrat de la caspase 
3 (le site de clivage qu'il présente (DEVDjR) n'est pas optimal, et une possibilité 
d'encombrement stérique pourrait jouer un rôle dans l'absence et/ou le délai du clivage), 
que le clivage n'est pas efficace dans son contexte naturel, et qu'il n'a pas lieu à chaque 
fois que la mort cellulaire par apoptose est induite. 
Ces observations vont à l'encontre du profil émis dans notre hypothèse décrivant un 
substrat de caspase dont le clivage est fondamental pour le déroulement de l'apoptose, et 
nous mènent donc à dire que le clivage de l'IP3R-l n'est pas un événement important pour 
la mort par apoptose. Le récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate de type 1 serait donc un 
innocent bystander. 
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